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軟~1.0 gを祈1f'l~ しテトラヒドロフラン 5 m Iおよび内標t明治液1mlを加え 5
分間激しく振とうして溶解し，メタノール15mlを加えて混和後しばらく放計



















カラム:Inertsil ODS-2(5μm. 4. 6 mmi. d. x150 mm.ガスクロ工業製)
カゥム温度:400C 






















































話fQq• 10 7 
に一〉
Methanol (%) 
rig.l Effect of lI1ethanol concentration in I間bilephase on 
capucity factors of corticosteroids(.) and parabens(O) 
1 : lot.hy 1 paraben. 2: eLhy 1 paraben. 3: predni sol one. 
4:n-propylparabcn. 5:triamcinolone acetonide. 
(): fI ωcinolone acetonide. 7:n-butylparaben. 8:hydro-





















Retention time (min) 
rig.2 Liquid chromaLogram of corticosteroids (group A) and 
parabens in sLandard solution 
1: meLlIy 1 paraben. 2: ethy 1 paraben. 3: predni sol one. 
4:n propylparaben. 5:Lriamcinolone acetonide. 
6: fI ωcinolone aceLonide. 7:internal standard(sec-buLyl-
paraben. 8:n buLylparaben 
Condit.lOns: colusU1. InerLsil ODS-2(5μm. 4. 6 mm i. d. 
x 150 mm); colun1n temperaLure. 40'C; mobile phase. 
waLer/methanol (50:50); flow raLe. 0.7 mllmin; detection. 
UV 240 nm(O. 04AUP"S) 
6 
60 
Retention time (min) 
Fig.3 Liquid chJromatogram of corticosteroids(group B) and 
parabens in sLandard solution 
1: meLhy 1 paraben. 2: eLlIy 1 paraben. 3: n-propy lparaben. 
4: 1 nLernal standard (sec-buLyl paraben). 5: n-buty Iparaben. 
6:hydr∞orLi sone buLyrate， 7: fluoci nonide， 8:d i fIuprednate， 
9:おxamethasoneval eraLe. 10: betarnethasone val erate. 
II:prednisolone valerate-acetate. 12:beclomethasone 
di propionaLe. 13 :dl fI ucorLolone valerate 
Condi Lions: mobile phase. methanol!water(60: 40); Other 










































107. 3犯であ ったまたパラベンは6検体から検出され，メチル，エチル， n-フ
ロピル， nブチルパラベンの4種類かそれぞれ2種類ずつの組合せで使用ぎれ










Recoveries of Corticosterolds and Parabens from Oint鵬 ntBase 
R. S. D. 
( % ) 
Recovery 
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Analytlcal Results of CorticosteroldsにCS)加dParabens i n 伽湖町cialOintments Table 2 
(.) 
2 
Contents of Paraben (mg/g) Contents of C岱
(n沼Ig)





























































































sec lomethasone d 1 fl up同由ate
Dlflucortolone valerate 
? ? ?
? ? ? ? ? ?
? ， 。
? ? ? ?
??????
????
???? ????，?? 、Retention time 
and (b) 
in Fig.3. 
l:eLhylparaben. 2:prednisolone. 3:n-propylparaben. 
4: inLcrnal sしandard(sec-bu ty 1 paraben) • 5: methy 1 paraben. 
6:n-buLylparabcn. 7:beLal隠しhasonevalerate 
Condi tions (a) as shown in Fi g. 2. (b) as shown 




























試料(市販ドリンク剤)1 m 1に内保管i溶液1m 1を加え 移動相で希釈して10
mlとし， O. 5μmフィルター(合敷紡縦製)でろ過後， HPLCに供した.なお，
- 1 4 -
定qはヒーク面積比を用いた内標準法により行った.
(HPLC条件)











オンベアーを用いた逆相IIPLCが用いられており 13 ・ ・ ~ ' ， Lam ら I~ はアスコルビ
ン酸， NAA. B6. B1およびB2を分離するために，移動制にトリエチルアミンを添
加した時の効果について報告している.著者は， N I A. ~AA. B1. B2. B2-PNa. 




















C5 C6 C7 C8 
Car凶nnumber of ion-pair reagent 
Fig，6 RelaLionship between the al<yl chainlength of the ion-pair 
reagenL and the capaci Ly factors (k') of 10 components 
企 :sodi削除nzoate(sA).・:pyridoxine(s6).<>:folic acid(FA). 
0: ribofl avi n (82). [1: ribof lav in sodi um phosphate(B2-PNa). 
圃:inLernal sLandard(lS. acel:ani 1 ide).⑩:cyan∞obalamin(B12) 
口:Lhiamine(Bl).~:caffeine(CF). X :nicotin訓 ide(NM). 
C5:sωium pentanesulfonaLe. C6:sodium hexanesulfonate. 
C7:sαJium hepLanesulfonal:e. C8:sodium octanesulfonate. 
CondiLions: COlUIU1， Nucleosil 7C18(7μm. 4. 6 mm i. d. 
x250 10m); colullm telllperature. 40'C; mobile phase， 
aceLoniしrile-O.OlMJ)OLassium dihydrogen phosphate solution 
(8:92) wiしh5 1MsodiulI alkylsulfonaLe and 0.5% triethyl-
amine aL pJI 2.8; flow raLe， 0，7 mllmin; detection. 
UV 254 I1m(0.04AUFS) 








次に，移動相のplを2.5-4.0の範附で検討したところ， NAA. B2-P~a. B2. 
















F i g.7に示したが， N I Aを含めた10成分が60分以内で完令に分離した.また，
検自線はドリンク剤Iドの各成分の濃度範I)~ において原点を通る良Mな 1((総
(r>0.999)であった.





NIA ! I 82・PN・ D2








Retention time (min) 
60 
Fig.7 Liquid chromatograrn obtained from a standard mixture 
5.結び
HPLCl法によるドリンク剤中の水溶性ビタミン、CFおよび保存料の迅速間使で
















。 30 60 
Retention time (min) 
Fig.8 Liquid chromatogram of commercial oral liquid tonic 
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軟カフセル1fIJの安定性に関する研究第五節
Recoveries of Water.soluble Vitamins. Caffeine and Sodium Benzoate from $i>iked Oral Liquld Tonics by the Proposed LC Method.) Table 3 





( 1 ) 
Recovery 
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? ? ?
C. V. 
( 1 ) 
Recovery 
















al Average of 5 determinatlons ~!th co~fficient~ Qf. varia~íon (1). 
NAA; ni coti nami de. Bl; thi amine. B2: ri bof 1 avi n. B2-PNa: r i bof 1 av in sodl um phosphate. 






















































of Water-soluble Vitamins， Caffeine and 
Commercial Oral LiQuid Tonics 
{μg/ml) 
Analytical Results 


























































































l ¥ 191 ND: NAA(less than 10μg/mll. 81 and B6(less than 5μg/m 1) ， 
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後，内標準治法 (0.75mg/ml sec-ブチルパラベン・メタノール溶液) 1 m 1を
加え，メタノールで50mlとし，内容物d験溶液とした.
2)剤j皮試験溶液:剤皮1g'こ水20mlを加え， 60.Cの水浴中で加温溶解後，内
標準溶液 1 m 1を加え良く出利した. 10%硫酸を加えて酸性とした後，エーテ












ルを1: 1 の割合で添加したものとを用いた.なお，これらゼラチンと oJW~J と
の混合比は7:3とした.さらに，それぞれの剤皮には，混合パラベン(バラオ
キシ安息香酸のメチル，エチル， n-プロピル， n-フ.チルの各エステルをそれぞ
れ1: 1 : t: 1の割合で混合したちの)を， 0.3 %の濃度となるように添加した.






カラム:Inerlsil ODS-2 (5μm， 6 mm i. d. x t 50mm，ガスクロ工業製〉
カラム温度:45.C 
移動相:メタノール水 (55: 45) 




? - 2 3 
The Types of 
Manufactured 
5 Table 
検出波長およひ'感度:254 nm (0.08 AUFS) 

















































































































α1加 geswilh the La凶eof Tira of tl冶 Weightsof 




(mnth) Lapse of Tira 
令試験JUJUUを通じ内容物およひ1ftJ皮l.tパラベンを合計した総パラベンqは，
6ヶTablc 7にその一例として，軟カフセル剤.J:'l:J.i. UU後，て変化しなかった.




























































































































































Time(month) of Lapse 
保存cjrに内容物重量が徐々に附内容物が水溶性のタイプにおいて，すなわち，
剤皮と内容物との聞でフドや親水性物質の剤皮重量が逆に減少したのは，}J[Iし，
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?? ? ? ?
Ethylparaben 
???
? ? ? ? ? ?
?
? ? ? ? ? ? ?
Main Components 

































AA: Acetaminophen. CM: Chlorpheniramine maleate. EZ: Ethenzamide. 
AC: Anhydrous caffeine. MC: dl-Methylephedrine hydrochloride. 
TH: Tipepldine hibenzate. TO: Thiamine dlsulfide. 
A叫:Amino acetic acid. Al: Allylisopropylacetylurea. 
TA: Tocopherol acetate. OT: d-a -Tocopherol. OA: d-a -Tocopherol acetate. 











































o 123 6 12 
The lapse of time (month) 
Fig.9 The changes with the lapse of time of Lhe ratio of methyl-
paraben passed into fill from shell in rnodel soft capsules 
企 :Lype A (40't)，ム:typeB(40t:)， tT:type A(roorn). 














o 123 6 12 








Fig.10 The effecls of the alkyl chainlength of parabens on the 
raLio of migration in model soft capsule(type B) stored 
at 40t 
tT: rneLhy 1 p()r()l氾n，O:eLhylp泊、at氾n..A: n-propy 1 paral児n，
ム:n-butylparaben
- 30- - 3 1 ー
(充てんカラム)
. Inertsi 1 ODS-2(4.6 mmi. d. X150 mm)およひ'Unisi1 Q(4.6 mm. i. d. X150 mm) ; 
刊eTy問sof 0凶ColumnsUsed for Test Table 9 ジーエルサイエンス2-t
Packings Column • Hitachi非3056(4.0 mm. i. d. X150 mm) ;目立製，
EndcapCI 臼r加n% 
(%) 















































Inertsi 1 ODS-2 
Unisil Q5C18 
Hitachi #3侃6
YMC A-302 S-5 
訂R∞ぉ
zo巾axOO)
• STR ODS刈(4.6mmi. d. X150 mm) ;臼搾テクノリサーチ製
• Zorbax ODS (4.6 mm i. d. X150 mm) ;幻津デュポン~
(試験五法)
a) N(Theoretical plate num民r)
b) (ーUnpublis同d)







長さ15-300 mm 一般的には内径約4mm， のカラムは，化シリカゲル (0D S) 
近年しかし，μmのるのである.さらに充てん剤の粒従が5-10のサイズで，
















Inertsil 00S-2 ~3 1 14 2.2 7100 100 
Unisil Q 5C18 1~0 12 9 2.0 4100 90 
Hltachl #3056 6.4 1 12 2.0 7200 133 
YMC A-302 S-5 8.2 13 16 2.0 12800 105 
STR OOS" 8.7 7 10 1.8 6200 121 
Zorbax OOS 8. 1 9 10 2. 0 5200 78 
Standards of 6 5 ・ ・ ・・
the JPdl 








a) HPLC conditions 
Oetector: UV 254 nm. Column temperature: 251:. Flow rate; 1.0 ml/min. 
Moblle phase: water/acetonitri lea2: 1. 
b) M/E: methyl paraben/ethyl paraben. 
c) DX/IS: dexamethasone/internal standard(propyl paraben). 












要以上に大きかった (Table11(A) ) .そこで，この操作条件のうち，移動相
の水・アセトニトリル縦波の組成比を 3 : 1 Jから 65 : 35J ，さらに，カラ
ム温度を I室温Jから 400CJに変挺したところ，保持時間jか6.8-9.0分，ま






















Table 11(A) The Analytical Results.l of Trlamcinolone Acetonide by the Methods 



























Oetector; UV 240 nm. Column temperature; room. Flow rate: 1.0 ml/mln. 
Moblle phase: water/acetonitrlle~3:1. 
b) JP: the Japanese Pharmacopoeia. 
Table 11(8) The Analytical Results.l of Triamcinolone Acetonide by the Methods 
of the Proposed Methods 
Name 
Inerts 1 00S-2 
Unisil Q 5C18 
Hitachi #3056 

























Separation Theoretical Column 
Factor Plate Number Pressure 
( a ) (N) (Kg/crn2) 
2.8 9600 67 
2. 7 9200 63 
2.8 7800 95 
3.0 10000 92 
2. 5 7200 89 
2.8 8600 57 
• • • 
Oetector; UV 240 nm. Column temperature; 40t:. Flow rate; 1.0 ml/min. 
Moblle phase: water/acetonitrlle~65:35. 
b) JP: the Japanese Pharmacopoeia. 
- 35-
I官rlsilOC6-2 SIRα:s，. zorbax 0C6 






















o 10 20 0 10 10 
Retention time (min) 
Fig. 1 (A) ChromaLograms of idoxuridine 
IU: idoxur idi ne， IS: inlernal sLandard (sul faLhiazol e). 
COlldlLions: colurnn. ODS(5-10μ111. 4 l1un i. d. X 150-300 mm); 
COlUI1Ul tempel'aLure， room; mobile phase. waLer/meLhanol 
(87: 13); flow rate，しhereLention tirne of IU is abouL 9 min. 
;deLecLlOn， UV 254 nm. 
15 


























Fi g. 1 (8) Chromaしogramsof dimorpholamine 
OIl:dlmOrpholamine. lS: inLernal sl.andard{n butylparaben). 
Condl Llol1s: COlUl1Ul. ODS(5μm， -1mm i.d. X150 mm); column 
LerrperaLure. 40'C; roobi le phase， water/ace切ni tn 1 e (1: 1); 
flow r乱 e.Lhe relelltion Li鵬 of01 is about 4 min. ; 






























o 10 0 10 0 10 0 10 0 10 0 10 
100" 80" 60" 40" 20" 10" 
Retention time (min) 
Fig.13 The effects of the methanol concentration of sample 
solutions on the peak shape of hydrochlorothiazide 
Conditions: COlUlUl， Inertsi 1 0凶-2(5μm，4 mm i. d. X 
150 nm) ;∞1 UOVl temperature， 40t:; mぬile phase， water/ 










o 10 0 10 0 20 
Retention time (min) 
Fig.14 Chrαnatograms of hydrochloroLhiazide by the pr叩osed
methods 
CT:chlorothiazide 
Conditions: COIUIUl， (l)Unisi 1 5C18， (2)Zorbax ODS， 
(3)lnerLsi 1 ωS-2; col聞 ntem問rature.40'C; mobi 1 e phase. 
water/問 th加01(94:6);flow rate. 1.0 ml/min.; delectlon， lN 
254 nm: 
Fig.12 ChromaLograms of hydrochlorothiazide by the meLhods of the 
Japanese Pharmacopoeia 
IIC:hydrochlorotllldzld('. IS: inLernal sLandard(sulfani lamide) 
CondiLlons: columll. ODS(lOμm. 4 "'" i. d. x300 mm); column 
Le即crat:.ure，25'C: llobJ!ephase. water/methanol09:1); 
flov.' raLe， t:.he reLent10n Li me of IC is a加ut10 min. ; 
deLecUon. UV 254 nm. 































ベン矧の分析J， i化粧品からのバラオキシ安息香酸の検H¥J， fフエ ノキシ
エタノールを含有する化粧品tjlパラベン類の分析」のー辿の研究結果について
述べる.






































解させる.これに内保i1J;溶液(lmg/m 1 sec-ブチルパラベン ・メタノール溶液)
2 m 1，飽和食塩水50mlおよび10%硫酸5m 1を加えて椴性とし，よく混和した
後エーテル50mlで11出する.エーテル層を無/1<硫酸ナトリウムで‘脱水した後，
減iトド400Cで溶媒を摺去する.残涜にメタノール10mlを加え，遠心分離
(5.000 rpm， 5分)する.J:泣液2mlを減圧下で乾lii.)後，ヘキサン クロロホ
ルム(75: 25) 10 mlに溶解し，その1mlをフロリジルカートリ yジに通す.
このカート 1)ッジをヘキサン クロロホルム(75: 25) 15 mlで洗浄した後，







カラム:Zorbax ODS(5μm， 4.6 mmi. d. X 250 mm，デュホン製)
カラム温度:500C 
移動相:/}< メタノール (50: 50) 
流速:1.0 ml/min 





テルでの 2阿抽出が一般的に{吏われている 30) しかし， .1Utは前処理を簡便
化するために，エーテルによる抽出回数を l回とすることにした.なお，正砿
な分析を行うために内標準物質としてsec-プテルパラベンを添加することにし










Col1parison of Pretreat肥ntwith and without 






P retrea lroen t a) Sample 
HPLC測定の前に適切なクリを妨告することが考えられる.従って，ベンの定
n-Butyl Ethyl Methyl ーンアップが必要となる.脂質を含有する試料中の農薬37)やステロール56lの
98.1 (0. 8) 
80.5(1.7) 
98.3 (1. 7) 









Cream フロリジルカラムク ロマ トグラフィーがmいられている.分析の前処PEには，
99.8(0.5) 
98. 9 (2. 2) 
Mi lk LoLion 
rl~械に脂質を含有する試料の一つである化粧品にも適してフロリジル処聞は，
ディスポーザブルのフロリジルカートリッジを用いるものと 考えられたので，
A:wiLhしeLrahyurofuran，B: wi thout tetrahydrofuran. 
% of declared， Average of 3 replicates(coefficient of 
variaLion %)

























fJ!j IUJは1/5--従来の方法31.3.01， に比べ，いているために 5分以内であっ た.








20 16 12 8 4 。
?? ??， ，? ?、Elution volume 
IIPLC条件の検討および検量線4 
















することができ，分析所定時聞は約25分であった. F i g.16にこのH与の標準抗j伎
のクロマトクラムを示した.また，本条件における各パラベンの検量線を作成





































Retention time (min) 
Fig.16 Liquid chromatogram of a standard mixture of parabens 
1 :附LhyI pelJ'e'lben， 2: ethy I paraben， 3: i sopropy 1 paraben， 
4:11 propylparaben， 5:inLernal sLandard(sec-buLylparaben)， 
6:isObuLylparaben， 7:n事 butylparaben
CondlLions: colulIn， Zorb似∞S(5μm，4.6 mm i. d. x250 mm): 
COlU~l LemperaLure， 50¥:: mぬile phase， waLer/meLh加 01
(50:50): flow rate， 1. 0 ml/min: deLection， UV 254 nm 
(O.04AUFS) 
1 2 
(A) ( B ) 
5 
5 
2 4 7 
6 
。 15 30 0 15 
Retention time (min) 
Fig.17 Liquid chromatograms of parabens extracLed from commercial 
mi lk loLion(A) and cleansing foam(B) 
Peal{s and condi tions as shown in Fig. 16. 
- 48-
Table 13 Recoverles of Parabens Added to Cosmetics by the Proposed Method 
Sample 
Cream 




99.5(~7)b) 100. 6(~7) 
102. 3( 1. 1) 101. 3(0.7) 
99.0(1.1) 99.9(0.6) 
99.3(1.2) 101.6(0.3) 
Recovery ( % ) &) 
lsoPropyl n-Propyl isoButyl 
99.4(0.6) 99. 4 (0.~) 99.9(1.5) 
100.8(0.6) 101.0(0.6) 100.1 (1. 1) 
100. 1 (0. 5) 100.0 (0.6) 101. 1 (0.9) 
100.9(0.6) 101. 0 (0.7) 100.2(0.3) 
a) Each parabens added 1.0 mg of cosmetics. Average of 5 determinations. 
b) coefficient of variation (%) 
Table 14 Analytlcal Results of Parabens in Commercial Cosmetics 
Sample 
Paraben Content (x 0.001 %) 
Methy 1 Ethyl isoPropyl n-Propyl isoButyl 
Cream 159 20 10 9 
2 206 
3 204 50 
Milk Lotion 173 97 
2 200 
3 104 50 
Lotion 1 201 49 
2 99 48 
3 50 50 
Cleansing Foam 1 250 28 11 5 
2 307 52 
3 195 21 8 7 
Pack 98 47 
2 51 




















































カラム:lnertsil ODS-2(5μm. 6 mmi. d. x150 mm. -}/スクロ工業製)
カラム温度:400C 
移動ftJ:O.l完リン酸溶液 メタノール(60:40)または水 メタノール(60:40)
流述:l. 0 ml/min 

































O. 1おリン椴溶液/ メタノール系の2種類の条件で分析し. IlJj持のクロマトグラ
ムを比較した.その結果，メチルパラベンの保持時聞は水 メタノール系，



































(8) lνnknowl peal< 
Retention tim~ (min) 
15 。
Fig.19 Liquid chromatograms of unlmown peak(a) and methylparaben 
(b) extracted from a commercial cosmetic 
Conditions: (1) column. Inertsil ODS-2(5μm. 6 mm i. d. X150 
mm); column temperature.40'C: roobile phase. waLer/meLhanol 
(60:40); flow rate. 1. 0 ml/min; detection. UV 254 nm 
(0. 04AUPS); (2) robi le phase. O. 1% phosphoric acid solutlOn 
Imethanol (60:40) ;oLher conditions as shown in (1). Retention time (min) 
。
Fig.18 Liquid chromatogram of parabens in standard solution(A) 
and exLracts from a comnercial cosmetic(B) 
? ? ?
〈
Peaks as shown in Fig. 16. 
CondiLions: colunul. Inertsil ODS由 2(5μm.4.6 mm 1. d. X 150 
mm); column LemperaLure. 45't; roobi le phase. O. 1% phosphoric 
acid soluLlOn/meLhanol (55:45); flow rate. 0.7 ml/min; 
detection. UV 254 nm(0.02AUFS) 
Analytical Results of p-Hydroxybenzoic 
Acid(PIIBA) and Parabens in Commercial 
Ointments and Cosmetics 
15 Table 
←--250 3∞ 
Wavel ength (nm) 







sol uLi on 
cosmetic 
spectra of p -hydroxybenzoic aci d i n sLandard 
and unknown peal< extracted from a comrnercial 




Oeclared (%) (%) 
Condi tions: deLectlOn， 230-350 nm(MULTI-330); other 













































カ ラ ム :Inertsil ODS-2(5μm，6 mm i. d. x150 mm，ガスクロ工業製)
カラム温度:500C 
移動相:水/メタノール (65:35)
流速:1. 2 ml/min 
検出波長 : UV 270 nmまたはUV235~350 nm， O.04 AUFS 
試料注入量:10μl 
2. マルチチャンネル検出HPLCによる分析




を測定した (Fi g.21) . ピーク Aはメチルパラベンの保持時間に 致ーするピー
クでクロマトグラム上では単一 ピークにみえたが，このピーク AのUVスペクト








せ検討したところ，水/メタノールの比率を65: 35とした時に， ピーク Aはピ
クー BおよびCに分離した (Fig.23).両ピークのuvスペクトルを測定し，そ
の結果をFig.24(1)に示したが， ピー ク Cはメチルパラベン標準品と保持時間




























5 」??? 〈 (min) 








8:関誌 8.C:peak C 
Condi tions: mobile phase. water/methanol (65: 35) ; 








InertsilODS-2(5μm. 6 mm i. d. X 150mm) ; 
50t; mobile phase. waterlmethanol 




(50:50); flow rate. 





1 、". / 
???
〈 350 






350 250 300 
Wavelength (nm) 
200 UV spectra of peak A and methylparaben in standard 
solution 
Fig.22 
UV spectra of peak B and C extracled from a commercial 
cosmeti c (1).加dmeLhy lparaben'(2) and 2-phenoxyethanol (3) 
in standard solution 
Fig.24 2:methylparaben in standard solution 
as shown in Fig.21. 
1 :peak A. 
Conditions 




















































Table 16 Analytical Results of 2-Phenoxyethanol and 




Mi 1 k lotion 1 O. 84 0.23 
2 O. 73 O. 18 
Cream O. 72 0.23 
2 0.31 0.30 
3 O. 20 O. 10 
4 0.21 0.10 














































前者ではそフッ化ホウ素 ・メタノール法 (BFrMeOH法)h.a ，後者ではナト

































-掘皮:tH.温槽 210.C，注入(1および検出器 2 50.C，イ対ン似 210.C 
.イオン化11圧:20 eV 
-キャリヤーヵース:He 32 ml/min 
.反応力ス:イソブタン
(総脂肪酸虫の算出)
パルミチン酸(16:0) メチルエステル標準品をO.1 -2. 5 m g/ m 1の濃度になる
ように内保革溶液に溶解し， GCに供して得られるこれらの16:0メチルエステル
と内股部物質との面積比から，あらかじめ検車線を作成した.試験的j伎をGCに




総脂肪酸fJl(mg/mg脂質)=(axAI6:0. AIS+b)xI00 CxO.948xl W 




O. 948 :分-f1il換算係数 (16:0の分子量/16:0メテルエステルの分子民)
w :必料の脂質問(mg) 






-温度:恒温槽 2150C，注入口および検出器 2500C 
-キャリヤーガス:N2 50 ml/min 
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10 20 30 40 50 
TIle QU加tityof mixcd lipids (mg) 
The relations between peak area ratio of domi nant fatty 
acid methyl esLers Lo internal standard (IS)， total fatty 










D" 2: 6， A. 16:0，口 18:2，国 20:5，
fatty acid contents. 









? ? ? ?
?















Reaction terperature (t) 
Fig.26 Effect of reaction temperature on methyl 
fatty aClds in mixed lipids 











ムにUnisole3000を用い， Fig.27 (A) に示した 7 抑制の )~:li肱炭化水ょについ
て検討した.その結果， トリフェニルエチレン (TPE)が， ドコセン酸 (22:1)
メチルとドコサヘキサエン酸 (22:6)メチルの聞に治IBし，他の脂肪酸ピーク
とも良好に分離し， しかもピーク形状が良好であったので，以後このTPEを内






したところ， 0.1-2.5 mg/mlの範凶で良好な直線性(r >0.9999)を示した.
-1. ':.M riA料への応用
悦合油脂および食品からの抽出油脂を試料として，本法に従って組成および




















Retention time (min) 
(A) 
60 
Fig.27 Gas chromatograms of arolllatic hydrocar切ns，fatty acid 
meLhyl esters prepared frol1 skipjack wiLh加dwithout TPE 
soluLion as internal sLandard (lS) 
(A) various aromaLic hydrocarbons， (8) fatty acid肥 thyl
esLers prepared frorn sl<ipj ack wi thout TPE solution as 1S， 
(C) fatty acid meしhylesLers prepared from skipjack with 
TPE solution as IS 
a: heptadecanoic aci d (17: 0)， b: o-terpheny 1， c: tripheny 1-
meLhane， d: tripheny 1eしhylene(TPE)， e: m-terpheny 1.
f:p-Lerphenyl 
Conditions: c01umn， Unisole 3000 on Uniport C(80-100 mesh) 
3 roni. d. x3 rn; ternperaLure， col. 215t:， inj. and det. 250t 













果であった. しかし本法をBFrMeOHWと比較すると，スナ γ ク来チおよび豚肉





f1tを100とすると， NaOMe法では71.7-97. 5， さらにBF，-MeOH1去で・は42.7-























さらに2N水酸化ナトリウム メタノール溶液を加え， 600Cで i分間反応させ














Teble 17臼rpari抑 1of the prc綜お凶Metl凶川ththe IF，一地出a削除り凶 andtl湾&刈iun MetroX i de
Metl凶 f町民tenninatlonof Fatty Acld Metlyl Esters pr明laredfran Mix凶 Lipids
Fatty AClcIs伽献活ltiα¥S(%) Total Fatty 
Acidα%Cl 
















ThePr湾問剖Metl凶 2.7 0.1 15.6 4.3 0.3 6.446.5 7.3 0.5 0.7 0.2 7.1 4.3 9.44 0.7 
M胎Metrod 2.5 0.2 15.0 4.3 0.6 6.5 45.0 7.8 1.1 0.7 0.2 7.3 3.6 9.日 2.1
BFけ附iMetl凶 2. 6 O.2 15.4 4.3 O. 6 6.6 45. 6 7.4 1. 0 0.7 O. 2 6.5 3.7 9.臼 3.3 
a) Ná胎Metl制刈百三副lun 肥troXlde 冊tl凶 IFけ附i lt'eけ凶刈~1F，""1T鳴りlaOOl 冊υ凶
b) A四r笥~ of 3 de凶nnlnatiα"IS(略/10~ llplds). 
C) Coeffici四tof varlatl∞(n・3).
Teble 18臼rpari son of the pr可X際!dIt'etl凶刷出 thelF→，lethar削除り凶 oodthe sc山町Metroxide
馳り凶 forDetenninatl∞of Fatty Acid地出ylEste同町布M割 franF，α刈Saples
Saple Metl凶
Fatty Acids ca取lSltiα"IS(%) Total Fatty 
Acidα%bl 


























































pr可取剖 0.524. 2 O.3 - 2. 7 42. 2 27. 0 1. 5 0.7一一一- 9.23 1.3 
S凶 cakeNa胎 0.5幻.9 O. 3 - 2. 8 41.0 26. 3 1. 4 O. 7一一一一 7.幻 10.3
1F，-lI附I 1.024.2 0.4 - 2.841.026.3 1.4 0.7一一一一 3.94 9.5 
pr可ロ剖1.2幻:.82.3 O. 1 14.7 47.2 7.3 0.4 0.2一一一一 7.鈎 5.6 
pork Na)1e 1. 3 24.0 2.3 0.2 14.5 47.2 7.6 O. 4 0.2一一一一 7.79 2.0 
BF，-li以li 1. 6 24.6 2. 4 0.2 14.7 47.0 7. 1 0.4一一一一一ーーーーー 3.46 13.0 
a) Aver喉 of3 detenninations(喝/10~ lipids). 
b) Coefficient of variati∞(0-3). 
- 72 - - 7 3 
-キャリヤーかス:N2 50 ml/min 









・カラム:10% Si lar 10C Uniport HP(80/100mesh. 3 mmi. d. X 2m) 













(CIO-CSS) ，飽和脂肪酸 (17:0，23:0， 26:0， 30:0) ，芳香族炭化成案(ト
リフェニルエチレン，0-ターフ xニル等)について検討した.その粘果，充て
ん剤としてSilar 10C，内標ぺ，I~物質としてトリフ z ニルエチレンをJljいた場合，
r ig.28にぶしたように， EPA， DI!A，その他の脂肪酸および内際都物質が良好
に分離し， Unisole 3000に比べ分析時間を短縮でき，肢も満足できる結果が得









Fi g. 29にみ;食品の Clー マスクロマトグラムの一例を示した. 16: 1と18:0との問
に17:0および17:1の介在がGC-MSで碓・忽されたが， これらは16:2や16:3とi[iな
りfTい他の充てん剤でも分離しなかったので，個々の脂肪酸毎に組成を求める





















B L 。 10 20 30 
Retention time (min) 
Fig.28 Typical gas chromatogram of EPA and DIIA methyl esters 
A:EPA， B:DIIA. C:triphenylethylene(IS) 
Conditions: column， 10% Si lar 10C on Uniport HP(80.....-100 
間 sh)3 mmi.d. x2 m; tem閃 rature. co 1. 190t. i nj. and det. 
2101:; carrier gas. N2 50 ml/min. detector， FID. 
- 7 6 ー
Table 19 Recoveries of EPA and DHA from Olive Oil and Lard 
E P A D H A 
Sample 
Added Found.l Recovery C.V.bl Added Found.l Recovery C. V. bl 
(mg) (mg) (%) (%) (mg) (mg) (%) (%) 
Olive Oil 2 2.12 106 2. 1 1. 03 103 1. 1 
20 19.8 98.8 O. 8 5 5.02 100 1.4 
Lard 2 2.14 107 1.8 1. 22 122 3.5 
20 19.9 99.5 O. 9 5 4.94 98.8 2. 1 
a) Average of 5 determinatlons. 
b) Coefficient of variation. 
Table 20 EPA and DHA Contents in "Health Food" 
E P A D 日 A 
Sample 
Ho. Analyzed Composition Labeled Analyzed Composition Labeled 
(mg/l00mg) (%) (mg/l00mg) (mg/l00mg) (%) (mg/l00mg) 
13.8 16.0 18.0 10.6 11. 8 12.0 
2 17.8 20.8 19.0 13.7 14.6 11. 3 
3 18.4 24.9 21. 0・ 9.8 12.3 10.0・
4 18.7 23. 2 21. 9 10.5 12.9 11. 4 
5 24.3 25.6 25.0・ 14.7 15.2 13.0・
6 18.2 24.6 25.0 10.7 13.2 13.0 
7 20.0 24.0 25.0 11. 4 12.9 13.0 
8 19.4 22.4 20.8 11. 4 12.4 10.8 
9 24.2 25.0 25.0・ 14.0 14. 1 13.0・
10 20.2 23.2 25.0・ 11. 9 13.2 13.0・
1 22.5 25.2 25.0・ 11. 6 13.2 13.0・
12 23.4 27.2 25.0 10.7 12.7 13.0 
13 22.8 25.6 25.0 12.0 13.7 12.0 




















Fig.29 CI-Mass chrornatogram of fatty acid methyl esters in 
"Health Foω" 
Conditions: COl U~l ， Unisole 3000 on Uniport C(80--100 mesh) 
3 runi. d. X3 m; temperature， col. 220t， inj. 250t， ion 
source 180'C; carrier gas， He 35 ml/min; ionizing vol tage， 
20 eV; reaction gas， i so-butane. 
TeDle 21 Fatty Acid Qx献活itiαlSin "Health Fiα)(1" (%) 
No. 14:0 14:1 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 18:420:0却:120:4" 20:4-' 20:522:122:522:624:1 ur印刷nC1
6.5 0.615.9 9.1 2.6 15.6 1.2 1.2 3.7 0.4 4.  0.9 0.9 16.0 3.7 1.811.8 0.9 2.8 
2 7.4 0.2 14.2 8.4 1.9 11.0 1.9 1.3 4.9 0.1 3.1 1.0 1.2 20.8 1.9 1.9 14.6 0.9 3.3 
3 7.0 0.2 13.0 8.6 1.4 10.4 2.9 1.4 5.8 0.3 2.4 0.8 1.1 24.9 1.4 2.0 12.3 0.9 3. 1 
4 6.9 0.3 13.2 8.4 1.6 10.7 5.4 1.7 5.3 0.1 2.4 0.8 0.9 お.2 1. 2 1. 6 12.9 0.9 2.5 
5 5.0 0.2 8.0 9.1 0.811.1 1.9 1.4 5.5 0.2 3.4 1.0 1.2 25.6 2.2 2.4 15.2 1.2 4.5 
6 7.3 0.3 13.3 8.7 1.5 9.9 3.0 1.4 5.7 0.3 2.4 0.9 1.0 24.6 1.3 1.813.2 0.9 2.5 
7 7.0 0.3 12.9 &5 1.5 9.8 3.0 1.4 5.5 0.2 2.5 0.7 0.8 24.0 1.3 1.9 12.9 0.9 4.9 
8 6.9 0.3 13.3 8.2 1.6 10.6 5.5 1.7 5.2 0.2 2.4 0.7 0.6 22.4 1.3 1.812.4 0.8 4. 1 
9 5.3 0.3 9.0 9.1 0.9 11.3 1.9 1.3 5.4 0.1 3.6 1.0 1.1 25. 0 2. 2 2. 4 14. 1 1.2 4.8 
10 4.9 0.3 7.8 9.1 0.811.9 2.8 1.5 5.3 0.1 3.8 1.0 1.3 お.2 2. 5 2. 4 13. 2 1. 2 6.9 
1 4.9 0.2 8.5 9.6 3.012.0 2.6 1.1 4.9 0.1 3.6 0.9 1.1 お.2 2. 2 2. 5 13. 2 1. 2 3.2 
12 6.1 0.2 10.7 9.1 1.211.1 1.3 0.9 4.2 0.1 2.3 1.1 0.7 釘.2 1. 4 2. 2 12. 7 1. 2 6.3 
13 6.8 0.2 12.0 &6 1.2 8.7 1.3 1.2 5.7 0.1 2.3 0.9 1.1 25. 6 1. 2 2. 2 13. 7 1. 0 6.2 
a) Arachi似ucacid(ω-6). 
b) Ei儲 atetr街lOicacid(ω-3). 















































試料20gを将秤し. Folchの方法 48)に準じてクロロホルム メタノールで
脂質を抽出し，クロロホルムで100mlに定容とした後，これを試験溶液とした.




















験では 3群の脂肪酸組成に有志差が認められなかった(p < 0.05) .このこと
から通常の加熱調理では，多価不飽和脂肪酸が他の脂肪酸に比べて特に分解し
やすいという傾向にはないものと考えられた.また イワシ各群と位脱食品の
脂肪酸組成とを比較すると， 16: 0と18:0はイワシに多く， EPAと18:4は位脱食
品に多く，さらにDHAおよびその他の脂肪酸はほぼ閉じであった.
- 8 1 -
Table 22 Effect of Cooking on Water 











19. 4b) (0.8) c) 
22.6 (3.0) 
24.1 (2.6) 
a) Average(n=2). b) Average(n=5). c) C.V.%. 
Tcble 23 Effect of α拙 1屯∞ FattyAcid OompasitiαlS inお吋ineMdα源開ri抑 1of Fatty Acid 
臼1lX)SitlαlS bet同朋ね吋11泥沼ldEPA &wlen四 ts
Fatty Acld OompasitiαlS (%)・》
Kirrlsα油 ing
Metl凶 14:014:1 16:0 16:1 17:0'. 18:0 18:1 18:2 18:3 18:420:020:1 2O:4c• 20:4'. 20:522:1 22:522:6 
Grill回 5.60.423.9 8.1 3.1 
Sardine 80i 1剖 5.60.4幻.77.7 3.1 
Raw 5. 7 O. 4 23. 2 8. 0 3. 1 
5.4 12.2 1. 6 1.4 2.9 0.7 2.3 0.8 
5. 2 12. 7 1.8 1. 4 3. 0 O. 8 2. 3 O. 8 
5. 1 14.5 2.2 1. 4 2.9 0.6 2. 4 0.8 
1.0 1. 0 1.4 2. 4 12. 0 
O. 9 10. 4 1.3 2. 1 12.0 
0.8 9. 9 1. 2 2. 0 10. 7 
P'A&w畑町lts 6. 3 O. 3 1. 7 8. 8 O. 5 1. 5 1. 1 2.7 1. 3 5. 2 O. 2 3. 0 O. 9 1. 0 23. 7 1. 8 2. 1 13. 2 
a) Aver都{匂rdine.n・5:EPA &卯陥削ts.n-14).b) 1崎明rめIe.c) Arachic蜘 lcocld(ω-6). 




















イワシ可食部での分析結果から 1尾あたりに換算すると， EPAは1.41 g， DHAは








Table 24 Effect of Cooking on EPA and 














a) mg per g edible portion of sardine， 
average土S.D. 
Retention time (min) 
Fig.30 Typical gas chromatogram of EPA， DHA and other fatty acid 
methyl esters in sardine on Si lar 10C 
l:EPA， 2:D1lA， 3:triphenylethylene(lS) 












ところで，最近では成人病の打年化の傾向が注目され， ~ri~f: 1mからの食'1:irj 
に関心がもたれるようになってきた.こうした状況を踏まえて，d::nは，'(11崎以
教育委.l-l会体育保健記長の協力を得て，県下の小学校5年の児盗1159名を対銀と
して 「間食(特に菓子類)の晴好 lのアンケート調査、4 を行った.その結果，
































び乳Il~J形分の合平Pt1~によりアイスクリーム ， アイスミルク， ラクトアイス$
に分知されているが，それぞれの種類別に平均脂質喰(n 3 )をみると，ア
イスクリーム (10.7%)>アイスミルク (4.9%) >ラクトアイス (4.1%)の
/1闘で，これはアイスクリーム穎の成分規格の乳脂肪分のl順位1:--致していた.
また染子矧のそれぞれのグルーフごとの平均脂質量を比較すると，チョコレ
ート (31.6%)>スナック柴ヂ (25.0%)>せんべい ・あられ (21.4%) >ク y
キー ・ビスケット (20.5%)>アイスクリーム類 (6.6%)の/1闘であった.









出すると，スナ・1 ク民子 l袋の脂質世は l日所要望の1/2--1/3，チョコレート


















Lipid Cont~nt~ and Composition of Fatty Acids in Lipid Extracts from Commercially 
Available Confectlonerles 
Table 25 
Fatty Acid Composltlons (%)al Contents 
Kinds 
20:0 
14:0 14:1 16:0 16:1 17:0 18:0 18:1 18:2 18:3 +20:1 22:0 22:1 
Water Lipld Total Fatty 
(%) (%) ACld(mg/lipid) 
? ? ? ? ? ? ? ? ?
?? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ? ?
?? ?
??? ? ? ? ?
? ? ? ?
? ? ? ? ?




? ? ? ?
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Senbei and Arare 
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Senbei and arare 
理想的な構成比率の脂肪酸を摂取できるよう，間食の種頬ランスを考えて，Chocolale 
や量を選択することが喧要と考えられる.







国:saturated fatty acids (14:0，16:0，17:0，18:0，22:0) 
悶:l11ono-ulsaluraled falty acids ( 14: 1， 16: 1， 18: 1，22: 1 ) 
白:poly-unsaturated fatty acids ( 18:2， 18:3 ) 
1 9 
考える.
Fig.31 RaLio of saLuraLed， l1ono-unsaturated and poly-unsaturated 






















































































Morgan-Elson7.去を応用する方法 ウ引 により行った.すなわち， ヒアルロニタ
ーゼの最終醇索活性を400NFuni t/川， ヒアルロン酸カリウムの最終濃度を0.4







阻害事(%)= {(A-B)ー (C-D)/(A-B)}x 100 
A:対照溶液の585nmlこおける吸光度(0.D. 585) 




試料各1gにJ.I<50m Iを加え溶解した後，それぞれ重量比で1:0.5，1:1， 1:2 
および1:5のポリクラールAT (五協産業製)を加えて時々撹作しなから本i品








No. Kind 0f tea 
1 1I0Jicha 
(ホウジ茶)






Table 26 Process of Manufacture of the Test sa叩 les
Proc回 sof manuf acture 











6 お側l-fermentedtea <middle> 
(半醗酵茶<中>>
7 お側l-fermentedtea <hlgh> 
(半醗酵茶<強>)




Arti ftCl al Wl thert ng (59'C)--Seml -fermentation<hi gh> -Panm ng--
Rolling--S配 ondarydrying--Drying 
Artificial wltl~ring(591: )--First fermentation--Rolling一
品condfer冊ntation司-Drying
η、eseelght kinds of tea were manufactur剖 fromthe sa腿 klnd"Yabukita" in Shiz∞ka Tea 
Ex問rimentStatlon. 
Sarnple 0.2 rnl in buffer 
|←hyaluronidase in buCCer 0.1 ml 
37・C20 min incubation 
|←activator in buffer 0.2 rnl 
3TC 20 min incubation 
|←H A in bu(fer 0.5 ml 
37・C40 min incubation 
|←0.4 N NaOIl 0.2 ml 
cooled on ice 
I +-borate 501n. 0.2 ml 
boiled in water bath 3 min 
cooled on ice 
|←p-DA s reagent 6 ml 
3TC 20 min incubatton 
Spectrophotomeler 
(585 nm O.D.) 




























阻'J}曲線をFi g.33に示した.いずれの試料においてもO.02~2. 0 mg/mlの範側
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すべての茶抽出i夜にヒアルロニダーゼ~lHj}活性がで同様の阻害曲線が得られ，



















Fig.32 Effect of the concentration of hyaluronic acid potassium 





























002 0.06 0.2 
Concentration ン等のフェノール性物質であることを明らかにした.
茶葉中のフェノール性物質としてはカテキン等のタンニンが最も良く知られ







(ー)Epigallo-catechingallateであり，。:lIoj i cha，口:Semi-fennented tea(low)， .:Over steamed 
tea，圃:Semi-fermentedLea(middle)，ム:Pan-fired tea， 








』 ? ? ? 、
? ? ? ? ?
?
??lが肥満細胞ヒスタミン遊離抑制l活性およびヒアルロニダーついては出川ら




ポリクラール八 T吸45煎茶の場合.F i g.35に示したように，F i g.34， 一方，
3 10 30 





with polyclar AT 
of t.he cont.ent of tannins on 




* Average of t.hree trials， the concentration of tested 












o 5 10 
















Fig.36 The effect of removal phenolic compounds on the content of 
tannins and the inhibition of hyaluronidase 
。
5 4 3 2 。
to the samp 1 e， 
sample， 
of the sample: 
Sample:、anfenon100S" 
O:the ratio of adsorption on polyclar AT 
.:the ratio of content of t.annins to t.he 
ム:inhibitionof hyaluronidase(final conc. 
0.2 mg/ml) 
引leratio of polyclar AT to tea extracl 




O:Sencha. .:Semi -fenanted tea (mlddle). 
~:Full fermented tea 























(dinitro-phcnyl[DNP]-BSA)溶液とphosphat i dy1 ser i ne (PS， S i gma社製)を
加えて370C.10分間以町、させた.その後一旦氷冷し，辿心分離(150xg，5分)
した上消中に遊離されたヒスタミンj置を，蛍光検出l*i付HPLCにより測定した.
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脱願粒刺激剤の濃度はそれぞれ， compound 48/80 : 5μg/ml， DNP世 sSA: 0.4 




Inhibilion (%) : 100x {1- (S R C) / (R C) 1 
C ;コントロールの細胞から遊離容れるヒスタミン舟
R ;刺激剤を加えた時に細胞から遊離されるヒスタミン呈
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Test samples 。
Roasted tea 
Over steamed tea 
Pan-fired tea 







20 40 60 80 
Fig.37 lnhibi lory effects of tea extracts on histamine rel ease 
from mast cells induced by compound 48/80 
Mast ce 1 s were at f i rst i ncubated w i th test samp 1 esaし
37t f or 5 m i n，and af ter tha t i ncubated w i th5μg/ml of 
co即ound48/80. 
Each ex閃rimentconsisted of 3 observations. 
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Tesl samplcs 
Roaslcd lca 
Over stcamcd tea 
Pan-fired tca 













Concentr剖ion Inhibition (%) 












。 3 2 4 5 





















Fig.39 The adsorption of phenol ic compounds on polyclar AT 











。。 2 3 4 5 
The ratio of polyclar A T totea extracts 
J7ig.38 Inhibi切ryeffecls of lea extracls on histamine release 
from mast cells induced by antigen Fig.40 The inhibitory effects of tea extracts treated with 
polyclar AT on histamine release from ral閃ritonealmast 
cells Anti-DNP l10use monoclonal IgE as antibody and DNP-BSA as 
antigen were used. Each Lea extracL was tested at a 
concentralion of O. 125 Ilg/ml. Each val ue is the mean of 
3 observations. 
tt:Comrnon grade tea，ム:Semi-fermentedtea(middle)， 
.:Fulトfermentedtea 


































































IIPLC条件:カラム. TSK-GEL G4000 SW (21. 5 mmi. d. X 300 m. 出ソー); 





HPLC条件:カラム.TSK-GEL G4000 SW(7.6 mmi. d. X 300 mm) ;移動制. 7}<; 





GC-MS条件:カラム;2% OV-17 on Uniport HP(80/100 mesh)3 mm i.d. x2 m 
カラスカラム;キャリヤーガス. He 40 ml/min ;温度，カラム 160・C，
注入rl200 'C. イオン源 190.C;イオン化電圧， 70 eV 






50%阻害i興住(I C~ofu'i) は成熟果実の 1/6- 1/33であった.それらのlt J ではÅ-:;~
ホンカンの阻包活性が最も強かった.


















(Tablc 29). そこで， ヒアルロニターセ阻害活性を指標にメタノールで，杭い









由来することが明らかになった.エタノール沈殿!割分のICo:;o{lf(はO.106 mg/m I 
であり，脳性コントロールとして用いた既知の抗アレルギー剤DSCG( I C50{t( : 
O. 11 mg/m 1)に匹敵するヒアルロニダーゼ阻害作用を釘することが示された.
次にエタノール沈殿l割分について，分画分子虫10000のセントリコン 10を
!日いて分l同し， ヒアルロニダーゼ阻出作用を調べたところ， Table 31にJιすよ
うに，活相成分の主体は分子量10000以上の物質であることが明らかにな った.
そこで，このエタノール沈殿画分の水溶液をHPLCIこ供し，得られたクロマトグ




Table 27 Experillental Materials of Citrus Fruits 
Japanese Nale English Nalle Scientific Name 
ポンカン Ponkan mandarin C. reticulata BLANCO 
ヒュウガ十ツ Byuganatsu C. tamurana hort.ex TANAKA 
ナツミカン Natsumikan C.natsudaidai HAYATA 
(ナツダイダイ)
ウンシュウミカン Satsuma mandarin C. unshiu MARC. 
Table 28 Changes 1n Inhibitory Effect of 50% Ethanollc Extract from Citrus 
Fruits on Hyaluronidase durlng Maturatlon 
Materlal Harvest Tlme Weight Dlameter Yleld・3 IC，。‘' TA・3(g) (CIII) (%) (岡g/1I1) (u) 
7- 9 2.4・2.5 7.2 0.53 136 
41-54 4.4-4.7 5.5 2.8 20 
80司 97 5.7-6.0 6. 1 3.0 8 
115-144 6.2-7.0 8.0 17.4 5 4 .ポンカンのヒアルロニダーゼ阻害物質の検索
このHPLC車内製画分は，フ・ルランをもま準試料としてゲルクロマトグラフィーに
よってその分子量を求めると約1.1XI0'"であった (Fig.43).さらに糖類の定
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Table 29 Inhibition of Hyaluronidase by the 













0.01 0.1 10 100 
Concentralioll (mg/m 1) 
・ー-the immatllre frlit of C. natsudaidai IIAYATA 
-0-the mnture fruit of C. nalslldaidai I1AYATA 
一企ー theirnmntuire frlit of C. lamllralla hort. ex TANAK八
一合一themature fruit of C. lamliralla hort. ex TANAKA 
-・-the immature fruit of C. reiclllala BLANCO 
-0-the mature frlit of C. reliculala BLANCO 

















































a) DSCG was used as positive control. 
Table 30 Separation of Hyaluronidase Inhibitor 
from Immature C. reticulata BLANCO 
Yielda} ICso 
(%) (mg/ml) 
MeOH ext. 14.0 1. 00 
H20 ext. 16.2 O. 182 
Supernatant 8.8 0.472 








Inhibitory effect of 50 % ethanolic extract from immature 
and mature citrus fruits onhyaluronidase 
a) The yield was obtained from dried 
BLANCO in the sun. 
b) TA(Total activity)=yield/ICso・
Table 31 Ultrafiltration of lIyaluronidase Inhibitor 
from EtOl ppt Fraction in C.reticulata BLANCO 
Fraction Weight ICso TAa) 
(mg) (mg/ml) (u) 
EtOH ppt 21. 7 0.106 205 
Upper Phase 10. 0 0.049 204 
(MW>10.000) 。 10 20 
Lower Phase 11. 5 0.310 37 
(MW<10.000) Retention time (min) 
a) TA(Total activity)=weight/ICso x103 
Ultrafiltration was carried out using centricon-10. 
Fig.42 Gel permeaLion chromatogram of the hyaluronidase inhibi tor 
in the extra:t from citrus reticulata BLANCO 



































? ? ? ?
P-20 
104 
20 30 40 
Retention time (min) 
Fig.43 Molecular weight determination of the hyaluronidase 
inhibitor in the extract from citrus reticulata BLANCO by 
gel permeation chromatography on a TSK-Gel G4000 SW 
sample A: hyaluronidase inhibi tor in the extract from ci trus 
reticulata BLANCO; P-800 (MW :8.53 X 105)， P-400 (MW :3.8 X 105)， 
P-200 (MW: 1. 86 X 105)， P-100 (MW: 1. 0 X 105)， P-50 (MIY: 4.8 X 104) 
and P-20 (MW: 2. 37 X 104) : pull ul ans (Shodex st加 dardP-82). 
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'0 II~ 肉 11 [)(T ，a‘"'l[ "0. ・ u1~CA'" ，.。・ t 111-" ，!T(阿'".)， 11.2t 
00~ y I加 l15 :~ 1 I 1 仁n' ~ 10 
;~ 1 4.51 J ， 1123~ yt1，l "11 5i9 ' 5 。
o 100 200 300 400 500 600 
e ，‘l~CTU.・"'C ACIO・T"$. ‘"'l‘HO. • t IC角"H・.・H-・， IT01IH.). t.s 
100] 1204 
80147{$5 (C)I10 :~ 1 r I
;:よしLld川
o 100 200 300 400 500 600 
Fi g. 44 Mass chromatogram (A)加 dmass spectrum(B) of TMS-d-galac-
turonic acid in c. reticulata BUNCO・andrnas spectrum(C) of TMS-d-galacturonic acid in standard solution 
Conditions: column， 2% OV-17 00 Chromosorb W(AW-DMCS， 80--
100 I肥sh)3 mmi. d. x2 m; temperature， co1. 160'C， separator 
200'C， ; carrier gas， lIe 40 ml/min; ionizing voltage， 70 eV; 
accelating voltage， 3kV. 






















































- 1 2 0 -
よび安息再酸をー斉に分析できるHPLCl法を倹討した.その結果，移動相!として
5 mMオクタンスルホン酸ナトリウムを合むアセトニトリルー0.01Mリン椴.て水
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ニド (T^) ，酪酸ヒドロコルチゾン (HB) ，フルオシノニド (FL) ， 
ジフルフレドナート (DF) ，吉草酸デキサメタゾン (DX) ，吉草酸ベタ





















(B1) ， リボフラピン (B2)，塩酸ピリドキシン (B6)，シアノコパラミン






・掠f草原液 :NAA， B1， B2-PNa， B6， B12， CP， BA各50mgをそれぞれ精秤し，
移動相に溶解し50mlとする.また， B2については25mgを精秤し， 1 %リン
酸溶液25mlを加え水浴 1:で加熱溶解させた後放冷し，移動相で50m 1とした.
さらに， PAについては50mgを精秤し， O. 1 N水酸化ナトリウム溶液約10mlに
溶解後，移動相で50mlとした.
-標準溶液:ドリンク剤の表示qを同安に， 1t立終濃度が10--100μg/ml(NAA， 
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• HPLC : 
a )日本分光工業製880-PU型液体クロマトグラフに870-UV型紫外部吸収検




総， CTO一6A 1f'Jカラムオーブン， S I レ6A型オートサンフラーおよひC-R2A
型データ処理装置を装行したものを用いた.
-天神 :ザルトリウス製 2001MP2およひメトラ一割 AE163を用いた.
. t亘温tr!湿器:11J :~誌井製作所製プラチナス GPR-3GTを用いた.
2.試薬
・中鎖トリグリセ ライド (MCT) :尚品名ミグリオール 810日本柴局h-
外規絡適合品， C --C.oの炭素鎖を主体とするグリセリンを用いた.
・ポリエチレングリコール (PEG) :マクロコ.ー ル 400U本薬局力説格適
合品を用いた.
-その他の試薬は，試薬特級またはそれ以上をfIjいた.
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サヘキサエン酸 (22:6)は，半井化学薬品製を用いた. ミリスチン般 (H:0) 
ミリストオレイン酸 (14:1) ，パルミチン酸(16:0)，パルミトオレイン般
(16:1) ， ステアリン酸(18:0)，オレイン酸(18:1)， リノール般 (18:2)
リノレン酸 (18:3)，アラキジン酸 (20:0)，ゴンドイン酸 (20:1)，アラ





溶解し， 1 mg/m Iの濃皮の内標権溶液を調製した.
・三フッ化ホウオ;メタノールは和光純薬工業製ガスクロマトグラフl1Jを，ま
たナトリウムメテラートは関東化学製を用いた.














a)商事紫ー ヒア Jレロニダーゼ (frombovine testis) : Sigma Chcmical 
Co. ~~， Typc IV-S 
b) 1占質 ・ヒアルロン般カリウム (fromroos ler comb) :手rl.it純柴工業
製，生化学JH
C) buffer : O.1M酢酸buffer(pH 4.0に調整)
d) compound 48/80 : Sigma Chemica! Co.製
e) pー シメチルアミノベンズアルデヒド (p骨 DAB) :手日光純薬工業製，生
化学用









本品は茶 (Came!lia sinensIs )の葉を熱水にて抽出， fhM処rHlした後，
乾煉粉本化した茶抽出物乾繰品(組タンニン表示含fit:67.0%)である.
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t第四章第ニ節〕
1 .装置




・ベクチン :Sigma Chemica! Co.製，オレンジ由来
・トカラクツロン椴:府l光純薬工業裂
・へスベリジン:I問点化学製
・ナリンギン :Bio Chcmika~ 
.シネフリン:J.I.!点化成工業製
・ プルラン:昭和屯工事~Shodex standard p-82 
・トリメチルシリル化剤:クロマトパッキングセンター製 トリメチルシリ
ルエーテルキ y トOT-3
- 1 3 3 -
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